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@ Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekulen und Affinitatsliganden an polymere Trager 

@ Die Erfindung betrifft immobilisierte Biomolekule, wofaei 
Immobilisierungsmittal Quadratsaure-Derivate sind, die ko- 
valent Biomolekule mit einer polymeren Matrix verbinden, 
und Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices, 
wobei polymere Matrices, die primare Oder sekundare 
Aminogruppen enthalten, mit Quadratsaurediester, Quadrat- 
saurehalogeniden oder Quadratsaureesterhalogeniden als 
Aktivierungsmittel unter Ausbildung aktiver Gruppen zu 
aktivierten Matrices umgesetzt warden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekiilen wie z. B. 
Enzymen, monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern, Zellen, Zellorganellen und Gewebeschnitten sowie 

5 Affinitatsliganden an eine Vielzahl von verschiedenen polymeren Tragern. Die chemischen Bindungen zwischen 
den Trftgern und den Liganden sind amidahnliche Bindungen mit einer Qberraschend hohen Stabilitat. Eine 
Voraussetzung far diese VerknQpfung ist, daB sowohl der polymere Trager als auch der Ligand primare Oder 
sekundire aliphatische Aminogruppen bzw. aromatische Aminogruppen enthait Ein weiterer, neben der hohen 
Stabilitat der Bindung hervorzuhebender Vorteii gegenQber gangigen Immobilisierungsmethoden ist die sehr 

to schonende Kopplungschemie, die es Qberraschenderweise erlaubt, gezielt z. B. nur periphere Aminogruppen 
von Proteinen fur die Verkniipfung einzusetzen. Im Vergleich zu bisher bekannten Techniken fuhrt die erfin- 
dungsgemaB angewandte neue Immobilisierung auch z. B. zu einer wesentlichen Stabilisierung vieler immobili- 
sierter MakromolekQle wie Immunglobuline oder Enzyme, so daB diese vor Denaturierung zum Teil geschutzt 
sind. Die chemischen "Linker", die zwei Aminogruppen miteinander verbinden, sind Derivate der Quadratsaure 

15 (Formel (I)). Es ist bekannt (A.H. Schmidt, Synthesis, 1980, 961, IC-H. Gliisenkamp et aL, 2. Naturforsch. C 1991, 
46, 498, LF.Tietze et al, Chem. Ber. 1991, 124, 1215.), daB z. B. Quadratsaurediethylester in einer Zweistufenreak- 
tion mit Aminen zu Diamiden umgesetzt werden kann. Vollig neu ist aber der Einsatz dieses Reagenz zur 
Immobilisierung von aminogruppen- tragenden Molekulen an polymere, Matrices, die ebenfalls mit Aminogrup- 
pen versehen sein mflssen, wobei die Reste der allgemeinen Formel (I) R 1 , R 2 , A, B, PL und PM die in der 

20 Beschreibung angegebene Bedeutung haben. 




35 Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
wo 

R ! und R 2 gleich oder verschieden sind und fQr Wasserstoff, Cycloalkyl mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen oder fur 
geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 8 Kohlenstoffatomen stehen, das gegebenenfalls durch Halogen, 
oder geradkettiges oder verzweigtes Alkoxy mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder Hydroxy substituiert ist, 
40 fOr Phenyl oder Benzyl stent, das gegebenenfalls durch Halogen, Nitro, Cyano, Carboxy, geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl, Alkoxy, Acyl oder Alkoxycarbonyl mit jeweils bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder durch eine 
Gruppe der Formel — NR 3 R 4 substituiert ist, 
worin 

R 3 und R 4 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 6 
45 Kohlenstoffatomen bedeuten, 

A fQr Sauerstoff oder fur Schwef el stent, 
B far Sauerstoff oder fur Schwef el stent, 
PL 

in Abhangigkeit von der jeweiligen Bedeutung von PM 
50 fur ein 

Enzym stent, wie z.B. alkalische Phosphatase, P-Galactosidase, T4 PN Kinase, Horseradish Peroxidase, 
Phospholipase C oder z. B. Proteinasen wie Papain, Pepsin, Proteinase K, Carboxypeptidase, Endoproteinase 
Arg— C, Bromelain, Collagenase, Dipeptidyl Peptidase IV, oder Nucleasen wie z. B. RNase A, RNase Tl, RNase 
T2 ( DNase I, Bal 31, oder Oxidasen wie z. B. Alkohol Oxidase, Glucose Qxidase, oder Esterasen wie z. B. 
55 Phosphodiesterase I und II, oder Glucosidasen wie z, B. p-Glucoronidase, Heparinase I, oder Lektine wie z, B. 
Concanavalin A 
oder 

fQr Protein A 

oder Protein G steht 

60 oder fur Immunglobuline vom Typ IgM, IgG, IgE, IgA und deren Fragmente steht 

oder fur andere mit Aminogruppen funktionalisierte Verbindungen wie z. B. verschiedene Aminocyclodextrine 

steht, 

PM 

far eine mit kovalent gebundenen primaren oder sekundaren Aminogruppen tragende beliebige natUrliche oder 
65 synthetische wasserldsliche oder wasserunlosliche Matrix in verschiedenen Ausfuhrungsformen (Testrdhrchen, 
Microtiterplatten, Objekttrager, Beads), die z. B. aus Cellulose, Polystyrol, Polypropylen, Polycarbcmat oder Glas 
bestehen kann, 

oder auch far verschiedene Zellen, Zellorganellen und Gewebeschnitte stehen kann. 
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Die Erfindung betrifft bevorzugt Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
wo 

R 1 und R 2 gieich oder verschieden sind und far Wasserstoff, Cycloalkyl mit 3 bis 4 Kohlenstoffatomen oder fur 
geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen stehen, das gegebenenfalls durch Halogen, 
oder geradkettiges oder verzweigtes Alkoxy mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen oder Hydroxy substituiert ist, 5 
fflr Phenyl oder Benzyl stent, das gegebenenfalls durch Halogen, Nitro, Cyano, Carboxy, geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl, Aikoxy, Acyl oder Alkoxycarbonyl mit jeweils bis zu 4 Kohlenstoffatomen oder durch eine 
Gruppe der Formel — NR 3 R 4 substituiert ist, 
worin 

R 3 und R 4 gieich oder verschieden sind und Wasserstoff oder geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 10 

Kohlenstoffatomen bedeuten, 

A fflr Sauerstoff oder far Schwefel stent, 

B fflr Sauerstoff oder fur Schwefel stent, 

PL 

in Abhangigkeit von der jeweiligen Bedeutung von PM 15 
fflr ein 

Enzym stent, wie z.B. alkalische Phosphatase, g-Galactosidase, T4 PN Kinase, Horseradish Peroxidase, 
Phospholipase C oder z. B. Proteinasen wie Papain, Pepsin, Proteinase K, Carboxypeptidase, Endoproteinase 
Arg— C, Bromelain, Collagenase, Dipeptidyl Peptidase IV, oder Nucleasen wie z. B. RNase A, RNase Tl, RNase 
T2, DNase I, Bal 31, oder Oxidasen wie z.B. Alkohol Oxidase, Glucose. Oxidase, oder Esterasen wie z.B. 20 
Phosphodiesterase I und II, oder Glucosidasen wie z. B. p-GIucoronidase, Heparinase I, oder Lektine wie z. B. 
Concanavalin A 
oder 

fOr Protein A 

oder fflr Protein G stent, " 25 

oder fflr Immunglobuline vom Typ IgM, IgG, IgE, IgA und deren Fragmente stent, 

oder fflr andere rait Aminogruppen funktionalisierten Verbindungen wie z3 verschiedene Aminocyclodextrine, 
PM 

fflr eine mit kovalent gebundenen primaren oder sekundaren Aminogruppen tragende beliebige natflrliche oder 
synthetische wasserlosliche oder wasserunldsliche Matrix in verschiedenen Ausfiihrungsformen (Testrdhrchen, 30 
Microtiterplatten, Objekttrager, Beads), die z. B. aus Cellulose, Polystyrol, Polypropylen, Polycarbonat oder Glas 
bestehen kann, 

oder auch fflr verschiedene Zellen, Zellorganellen und Gewebeschnitte stehen kann. 

Die Erfindung betrifft besonders bevorzugt Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
wo 35 
R 1 und R 2 gieich oder verschieden sind und fur Wasserstoff, f Ur geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 
Kohlenstoffatomen stehen, das gegebenenfalls durch Halogen, oder geradkettiges oder verzweigtes Alkoxy mit 
bis zu 3 Kohlenstoffatomen oder Hydroxy substituiert ist, 

fflr Benzyl steht, das gegebenenfalls durch Halogen, Nitro, Cyano, Carboxy, geradkettiges oder verzweigtes 
Alkyl, Alkoxy, Acyl oder Alkoxycarbonyl mit jeweils bis zu 4 Kohlenstoffatomen oder durch eine Gruppe der 40 
Formel — NR 3 R 4 substituiert ist, 
worin 

R 3 und R 4 gieich oder verschieden sind und Wasserstoff oder geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 4 
Kohlenstoffatomen bedeuten, 

A, B fflr Sauerstoff steht 45 
PL 

in Abhangigkeit von der jeweiligen Bedeutung von PM 
fflr ein 

Enzym steht, wie z. B. alkalische Phosphatase, 0-Galactosidase, T4 PN Kinase. Horseradish Peroxidase, 
Phospholipase C oder z. B. Proteinasen wie Papain, Pepsin, Proteinase K, Carboxypeptidase, Endoproteinase 50 
Arg— C, Bromelain, Collagenase, Dipeptidyl Peptidase IV, oder Nucleasen wie z. B. RNase A, RNase Tl, RNase 
T2, DNase I, Bal 31, oder Oxidasen wie z. B. Alkohol Oxidase, Glucose Oxidase, oder Esterasen wie z. B. 
Phosphodiesterase I und II, oder Glucosidasen wie z. B. p-Glucoronidase, Heparinase I, oder Lektine wie z. B. 
Concanavalin A 

oder 55 

fur Protein A, 

oder fflr Protein G steht, 

oder fur Immunglobuline vom Typ IgM, IgG, IgE, IgA und deren Fragmente steht, 

fflr eine mit kovalent gebundenen primaren oder sekundaren Aminogruppen tragende beliebige natflrliche oder 
synthetische wasserldsliche oder wasserunldsliche Matrix in verschiedenen Ausfflhrungsformen (TestrOhrchen, 60 
Microtiterplatten, Objekttrager, Beads), die z. B. aus Cellulose, Polystyrol, Polypropylen, Polycarbonat oder Glas 
bestehen kann, 

oder auch fflr verschiedene Zellen, Zellorganellen und Gewebeschnitte stehen kann. 
Es zeigt Abb. 1 die Immobilisierung von BiomolekUlen. 

Das erfindungsgem&Be Verfahren soli durch folgendes Formelschema (Abb. 1) beispielhaft, ohne daB dadurch 65 
eine Beschrankung ihres Umfanges erfolgen soil, eriautert werden. Das Verfahren zur Immobilisierung erfolgt 
insgesamt in drei Schritten: 
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LAktivierung 

Eine aminogruppen-tragende Matrix — PM— NH2 — wird in einem inerten Ldsungsmittel mit einem beliebi- 
gen Quadratsauredialkoxyester (wie z. B. Dimethylester, Diethylester oder auch Dibutylester) oder auch mit 
5 Quadratsaurehalogeniden gegebenenfalls in Gegenwart einer organischen Base zu einer aktivierten Matrix 
umgesetzt(Abb. 1). 

Der Quadratsauredialkoxyester oder das Quadratsaurehalogenid kann je nach gewunschtem Aktivierungs- 
grad im molaren UnterschuB bis zu einem groflen OberschuB zu den zu aktivierenden Aminogruppen der Matrix 
zugesetzt werden (z. B. 0.1 bis 100). Im letzteren Falle erreicht man eine vollstandige Umsetzung. Als besonders 

10 vorteilhaft erweist sich nun bei dieser Aktivierungsmethode, da6 eine vollstandige RQckgewinnung des nicht 
reagierten Quadratsaurederivates leicht mdglich ist 

Als inerte Ldsemittel eignen sich hierbei die Qblichen organischen Ldsemittel, die sich unter den oben 
beschriebenen Reaktionsbedingungen nicht verandern. In Abhangigkeit von dem eingesetzten Quadratsaurede- 
rivat gehdren hierzu bevorzugt Alkohole wie Ethanol, Methanol, Propanol, Butanol, oder Ether wie Diethylet- 

15 her, Butylmethylether, Dioxan oder Tetrahydrofuran, oder Kohlenwasserstoffe wie Benzol, Toluol, Xylol oder 
Hexan, oder Amide wie Dimethylformamid, oder Hexamethylphosphorsauretriamid, oder Nitrile wie Acetoni- 
tril, oder Ketone wie Aceton oder halogenierte Kohlenwasserstoffe, wie Chloroform oder Dichloromethan. 
Ebenso ist es mdglich, Gemische der genannten Losemittel einzusetzen. Besonders bevorzugt sind Ethanol oder 
Diethylether. 

20 Als Basen werden im allgemeinen organische Basen wie z. B. Triethylamin, Tripropylamm, Pyridin, Piperidin, 
N,N-Dimethylaminopyridin, N-Methylimidazol oder Picolin verwendet Bevorzugt ist Triethylamin. 

Die Base wird im allgemeinen in einer Menge von 1 mol bis 100 mol, bevorzugt von 1 mol bis 10 mol bezogen 
auf 1 mol der Verbindungen der allgemeinen Formel (I) eingesetzt. 
Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis + 100°C, bevorzugt von +4°C bis 4-60°G 
25 Die Umsetzung wird im allgemeinen bei Normaldruck durchgefQhrt Es ist ebenso mdglich, die Umsetzung bei 
erhdhtem oder erniedrigtem Druck durchzuf uhren (z. B. von 0.5 bis 5 bar). 

Die Reaktionszeit schwankt in Abhangigkeit von den ausgewahlten Reaktionskomponenten und der Reak- 
tionstemperatur. 

30 II. Immobilisierung 

Die so mit Quadratsaureresten aktivierte Matrix wird anschlieBend im waBrigen Puffersystem, das gegebe- 
nenfalls auch mit organischen Ldsungsmitteln versetzt werden kann, mit aminogruppen-tragenden, z. B. polyme- 
ren Verbindungen zu stabilen Konjugaten gekoppelt, wobei sich eine oder mehrere stabile kovalente Bindungen 
35 ausbilden kdnnen. 

Als Reaktionsmedium eignen sich alle waBrigen Puffersysteme, sofern sie frei von primSren und sekundaren 
Aminen sind, wie z. B. Phosphat, Citrat, Borat, Carbonat, Tris oder auch Gemische. Die Konzentration kann in 
weiten Bereichen variieren, wie z. B. von 0.01 bis 5 molar, bevorzugt ist 0.1 molar. 

Die Konzentrationen der zu konjugierenden Molekflle kann in weiten Bereichen variieren und liegt z. B. fur 
40 die zu koppelnden Proteine zwischen 0.01 und 50 mg/mL Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich 
von +4°Cbis +60°C, bevorzugt von +4 Q Cbis +40*C 

Die Umsetzung wird im allgemeinen bei Normaldruck durchgefuhrt Es ist ebenso mdglich, die Umsetzung bei 
erhdhtem oder erniedrigtem Druck durchzuf Qhren (z. B. von 0,5 bis 5 bar). 

Der pH-Wert der Kopplungsreaktion kann zwischen pH 7-10 liegen, bevorzugt ist pH 9. 
45 Die Reaktionszeit schwankt in Abhangigkeit von den ausgewahlten Reaktionskomponenten, der Reaktions- 
temperatur und dem pH-Wert und liegt normalerweise bei 0.1-50 h. 

HI. Abblocken der restlichen reaktiven Gruppen der aktivierten polymeren Trager 

50 Als besonders vorteilhaft gegenUber anderen Immobilisierungsmethoden erweist sich nun das erfindungsge- 
maB schonende Verfahren, da es mdglich ist, die restlichen, nicht reagierten aktiven Gruppen gezielt zu desakti- 
vieren. Zum Abblocken der restlichen aktiven Gruppen eignen sich niedermolekulare Verbindungen mit aktiven 
Aminogruppen wie z. B. monomere oder oligomere Aminosauren, Aminoalkohole wie z. B. Ethanolamin oder 
Diethanolamin, Aminoether wie z. B. Polyethylenglycolamin, oder Aminozucker wie z* B. Glucosamin. Auf diese 
55 Weise ist es mdglich, positive, negative, hydrophile, hydrophobe oder amphiphatische Gruppen unterschiedli- 
cher GrdBe gezielt zusatzlich an die polymere Matrix kovalent zu binden. Es ist so mdglich, die biochemischen, 
immunchemischen oder enzymatischen Reaktionen oder Aktivitaten zu modulieren bzw. zu stabilisieren. 

Als Abblockmedium eignen sich alle wSssrigen Puffersysteme, sofern sie frei von primaren und sekundaren 
Aminen sind, wie z. B. Phosphat, Citrat, Borat, Carbonat, Tris oder auch Gemische der genannten Systeme. Die 
60 Konzentration kann in weiten Bereichen variieren, wie z. B. von 0.01 bis 5 molar, bevorzugt ist 0.1 molar. 

Die Konzentration der zu konjugierenden Gruppen kann in weiten Bereichen variieren und liegt z. B. fOr 
Aminosauren zwischen 0.01 und 100 mg/mL 
Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von +4°Cbis + 60° C, bevorzugt von +4°Cbis +40°C 
Die Umsetzung wird im allgemeinen bei Normaldruck durchgefuhrt Es ist ebenso mdglich, die Umsetzung bei 
65 erhdhtem oder erniedrigtem Druck durchzuf Uhren (z. B. von OS bis 5 bar). 

Der pH-Wert der Abblockreaktion kann zwischen pH 7-10 liegen, bevorzugt ist pH 9. 
Die Reaktionszeit schwankt in Abhangigkeit von den ausgewahlten Reaktionskomponenten, der Reaktions- 
temperatur und dem pH- Wert und liegt normalerweise bei 0.1-50 h. 
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Die sehr selektive Kopplungschemie macht es auch Qberraschenderweise moglich, nach Aktivierung der 
Matrix mit Quadratsauregruppen beliebige Polyamine mit der aktivierten Matrix reagieren zu lassea Die so 
gezielt eingefOhrten weiteren Aminogruppen konnen dann anschlieBend mit Quadratsauregruppen wiederum 
aktiviert werden. Auf diese Weise ist es mdglich, extrem chemisch aktive Oberflachen zu generieren, die z. B. in 
der Lage sind, sehr groBe MolekUle oder auch Zeilen durch viele kovalente Bindungen zu stabilisieren. Diese 
Vorgehensweise wird beispielhaft, ohne daB dadurch eine Beschrankung ihres Umfanges erfolgen soil, in 
Beispiel 1 beschrieben. 



a) Aktivierung der Objekttrager 

Nach Standardmethoden aminopropylierte Objekttrager werden in 10%ige Quadratsaurediethylester(Fa. 
Aldrich)/Ethanol Losung (1% Triethylamin) gegeben und bei Raumtemperatur 10 h inkubiert Danach wird 
intensiv mit Ethanol gewaschen, zum SchluC mit Phosphatpuf fer pH 6.0 erneut gewaschen und anschlieBend 
luftgetrocknet Die so aktivierten Glasoberflachen konnen unbegrenzt bei +4°C und in einer ges. Ethano- 
latmosphare aufbewahrt werden. 

b) Immobilisierung von Poly-D-Lysin 

In eine Lfisung von Poly-D-Lysin (Sigma, MoLWt 1000-4000, 5 mg/ml), in 150 mM Borat (pH 9.0) werden die 
zuvor aktivierten Objekttrager fUr 24 h inkubiert Danach wird sehr intensiv mit Borat pH 9, Phosphat pH 7 
und anschlieBend mit steigenden Mengen Ethanol bis 100% gespult und luftgetrocknet 

c) 2. Aktivierung mit QuadratsSurediester (Aktivierung der Aminogruppen des Lysins) 

Die zuvor mit Poiy-D-Lysin behandelten Objekttrager werden in 10 %ige Quadrats&urediethylester/Etha- 
nol Ldsung (Wo Triethylamin) gegeben und erneut bei Raumtemperatur 10 h inkubiert Danach wird 
intensiv mit Ethanol gewaschen, zum SchluB mit Phosphatpuffer pH 6.0 erneut gewaschen und anschlieBend 
luftgetrocknet 

d) Fixierung von Zellen auf aktivierte Objekttrager 

Serumfreie Zellen (z. B. Maus-Myelomzellen) werden in moglichst wenig isotonischem Puffer (Borat pH 
8.0) auf die Objekttrager auf gegeben (Abstrich), evtl. leicht zentrifugiert und anschlieBend fur eine Stunde 
bei +37°C inkubiert Danach werden die Objekttrager fur eine weitere Stunde mit 200 mM Lysin (pH 8-8.5) 
behandelt und danach mit PBS (pH 7.4) intensiv gespult Die so immobilisierten Zellen bilden eine luckenlo- 
se, sehr stabile Zellschicht auf dem Objekttrager. 

2. Immobilisierung von Protein A auf AF- Amino TOYOPEARL 650 N (Fa. TOSOHAAS) 

a) Aktivierung des Gels mit QuadratsSurediester 

25 g Af-Amino-650 M (Partikel-GroBe: 65 100 umol/ml Amin) wird mit dest Wasser intensiv gewaschen 
und anschlieBend mit Ethanol (abs.) behandelt 2 g (0.018 mot) Quadratsaurediethylester (Fa. Aldrich) wird in 
4 ml Ethanol (abs.) geI6st, zu 25 g vorbehandeltem Af-Amino-650 M gegeben und mit 1.000 g (0.068 mol) 
Triethylamin versetzt Nach 10 h wird abfiltriert und mit Ethanol intensiv gewaschen. 1 g des aktivierten, 
farblosen Gels wird mit 16 mg Protein A (Fa. Sigma) in 15 ml Boratpuffer (pH 92) bei Raumtemperatur fur 
12 h inkubiert Mit Hilfe der UV-Spektroskopie und der Gelfiltration wird die Kinetik der Immobilisie* 
rungsreaktion bestimmt Nach 12 h ist kein Protein mehr im Oberstand nachweisbar. Danach wird das Gel 
mit Boratpuffer (pH 9^) gewaschen und mit 200 mM Ethanoiamin (pH 92) fflr 5 h inkubiert, um die 
restlichen reaktiven Gruppen abzublocken. AnschlieBend wird das Gel erneut mit Puffer (PBS, pH 7.4) 
gewaschen und kann danach zum Aufreinigen von AntikSrpern verwendet werden (Bindungskapazitat: 
etwa 30 mg IgG /ml Gel). 



1. Immobilisierte BiomolekQle dadurch gekennzeichnet, daB die Immobilisierungsmittel Quadra tsaure-De- 
rivate sind, die kovalent BiomolekQle mit einer polymeren Matrix verbinden. 

2. Immobilisierte BiomolekQle dadurch gekennzeichnet, daB das Immobilisierungsmittel ein Quadratsaure- 
Derivat (I) ist, das eine allgemeine chemische Strukturformel wie folgt besitzt: 



Beispiele: 



1. Immobilisierung von Zellen und Gewebeschnitten auf Objekttragern 



Patentanspriiche 
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R 1 und R 2 gleich oder verschieden sind und fiir Wasserstoff, Cycloalkyl mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen oder 
fOr geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis zu 8 Kohlenstoffatomen stehen, das gegebenenf alls durch 
Halogen, oder geradkettiges oder verzweigtes Alkoxy mit bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder Hydroxy 
substituiert ist, 

5 f Or Phenyl oder Benzyl stent, das gegebenenfalls durch Halogen, Nitro, Cyano, Carboxy, geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl, Alkoxy, Acyl oder Alkoxycarbonyl mit jeweils bis zu 6 Kohlenstoffatomen oder durch 
eine Gruppe der Formel — NR 3 R 4 substituiert ist, 
worin 

R 3 und R 4 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit bis 
to zu 6 Kohlenstoffatomen bedeuten, 

A fur Sauerstoff oder far Schwefel stent, 
B ftir Sauerstoff oder fOr Schwefel stent, 
PL 

in Abhangigkeit von der jeweiligen Bedeutung von PM 
15 fur ein 

Enzym stent, wie z. B. alkalische Phosphatase, jJ-Galactosidase, T4 PN Kinase, Horseradish Peroxidase, 
Phospholipase C oder z. B. Proteinasen wie Papain, Pepsin, Proteinase K, Carboxypeptidase, Endoproteina- 
se Arg-C, Bromelain, Collagenase, Dipeptidyl Peptidase IV, oder Nucleasen wie z. B. RNase A, RNase Tl, 
RNase T2, DNase I, Bal 31, oder Oxidasen wie z. B. Alkohol Oxidase, Glucose Oxidase, oder Esterasen wie 
20 z. B. Phosphodiesterase I und II, oder Glucosidasen wie z. B. p-Glucoronidase, Heparinase I, oder Lektine 
wie z. B. Concanavalin A 
oder 

fQr Protein A 
oder Protein G steht 

25 oder fttr Immunglobuline vom Typ IgM, IgG, IgE, IgA und deren Fragmente steht 

oder fOr andere mit Aminogruppen funktionalisierte Verbindungen wie z. B. verschiedene Aminocyclodex- 

trine steht, 

PM 

fur eine mit kovalent gebundenen primSren oder sekundaren Aminogruppen tragende beliebige natflrliche 
30 oder synthetische wasserlSsliche oder wasserunldsliche Matrix in verschiedenen AusfOhrungsformen (Test- 
rdhrchen, Microtiterplatten, Objekttrager, Beads), die z. B. aus Cellulose, Polystyrol, Polypropylen, Polycar- 
bonat oder Glas bestehen kann, 

oder auch f Or verschiedene Zellen, Zellorganellen und Gewebeschnitten stehen kann. 

3. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices dadurch gekennzeichnet, daB man polymere Matri- 
35 ces, die primare oder sekundare Aminogruppen enthalten, mit Quadrats&urediester, Quadratsaurehalogeni- 

den oder Quadratsaureesterhalogeniden als Aktivierungsmittel unter Ausbildung aktiver Gruppen zu 
aktivierten Matrices umsetzt 

4. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekttlen nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, 
daB man BiomolekOIe, die mindestens eine primare oder sekundare Aminogruppe enthalten mOssen, mit 

40 einer beliebigen aktivierten Matrix unter Ausbildung einer kovalenten VerknOpf ung oder mehrerer stabiler 
kovalenter Verknupfungen umsetzt 

5. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten BiomolekUlen nach AnsprCchen 3 und 4 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die nach Immobilisierung noch vorhandenen restlichen aktiven Quadratsauregruppen 
mit niedermolekularen Verbindungen, die mindestens eine primare oder sekundare Aminogruppe enthalten 

45 mussen, desaktiviert 

6. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine polymere Matrix, die primare oder sekundare Aminogruppen enthalten, mit Quadratsaurediester, 
Quadratsaurehalogeniden oder Quadratsaureesterhalogeniden bei 0°C bis + 100 °C umsetzt, bevorzugt 
sind+10°Cbis+60°C 

so 7. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Umsetzung in einem Oblichen organischen Losungsmittel, daB sich wahrend der Umsetzung nicht verandert, 
im molaren UnterschuB als auch im groBen molaren OberschuB bezogen auf die Aminogruppen eingesetzt 
werden kann. 

8. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
55 Aktivierung in Gegenwart einer organischen Base, wie z. B. Triethylamin oder Pyridin ablaufen kann, und 

diese wird in einer Menge von 1 mol bis 100 mol, bevorzugt von 1 mol bis 10 mol bezogen auf 1 mol der 
Verbindung der allgemeinen Formel (I) eingesetzt 

9. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Reaktionszeit in Abhangigkeit von den ausgewahlten Reaktionskomponenten und der Reaktionstempera- 

60 tur schwankt, bevorzugt sind Zeiten zwischen 0.1 und 10 h. 

10. Verfahren zur Herstellung von aktivierten Matrices nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB als 
polymere Matrix alle synthetischen als auch natiirlichen Polymere geeignet sind, die kovalent primare oder 
sekundare Aminogruppen enthalten. 

1 1. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekfllen nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, 
65 daB sich als Reaktionsmedium alle wassrigen Puffersysteme eignen, wie z.B. Phosphat, Citrat, Borat, 

Carbonat oder auch Gemische. 

12. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekulen nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentrationen der zu konjugierenden MolekQle in weiten Bereichen variieren kann und liegt z. B. 
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fur zu koppelnde Proteine zwischen 0.01 und 50 mg/mL 

13. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekulen nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Umsetzung in einem Temperaturbereich von +4 0 C bis +60° C erfolgen kann. 

14. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten BiomolekQlen nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, 
daB der pH-Wert w&hrend der Kopplungsreaktion zwischen 7 und 1 0 liegen kann, 5 

15. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekulen nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reaktionszeit in Abhangigkeit von den ausgewahlten Reaktionskomponenten, der Reaktionstem- 
peratur und dem pH-Wert schwankt und liegt normalerweise bei 0.1 und 50 h. 

16. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekulen nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, 
daB sich als Abblockmedium sich alle wassrigen Puffersysteme eignea i 0 

1 7. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten BiomolekQlen nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentration der reaktiven Gruppen zum Abblocken in weiten Bereichen variieren kann und liegt 
z. B. fUr Aminosauren zwischen 0.01 und 100 mg /ml. 

18. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten BiomolekQlen nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reaktionstemperatur zum Abblocken in einem Temperaturbereich von +4°C bis + 60" C liegt 15 

19. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Biomolekulen nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, 
dafl der pH-Wert wahrend der Abblockreaktion zwischen pH 7 und 10 liegen kann. 

20. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten BiomolekQlen nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reaktionszeit in Abhangigkeit von den ausgewahlten Abblock-Verbindungen, der Reaktionstempe- 
ratur und dem pH-Wert zwischen 0.1 und 50 h liegt 20 
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